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近年、グラム陰性菌において Extended Spectrum β-Lactamase (ESBL) 産生菌をはじめ、臨床的に頻用される
ペニシリン系、セフェム系抗菌薬に耐性を示す菌株が増加傾向にある。そのため、感染症治療の切り札として
用いるべきカルバペネム系抗菌薬を安易に使用し、結果的にカルバペネム耐性菌が選択され増加する負の連鎖
が深刻化している。カルバペネム抵抗性をもたらす細菌の機構は種々あるが、カルバペネム薬を加水分解する
酵素カルバペネマーゼを産生する菌株は、接触伝播による同一菌株の拡散だけでなく、プラスミドの接合伝達
によって他の菌種にも耐性が伝播する恐れがあり、とくに重要である。その中でも本邦での検出の多いIMP型
カルバペネマーゼ産生菌は、薬剤感受性試験にてカルバペネム薬に感性と判定されることも多く、ステルス型
耐性菌とも比喩され、本邦でも複数のアウトブレイクを引き起こしており医療機関ではその検出に多大な労力
を要している。カルバペネマーゼ産生菌を確実に検出するにはポリメラーゼ連鎖反応 (polymerase chain 
reaction: PCR) を用いた遺伝子検査が必要であるが医療機関で日常的に実施するのは困難であり、臨床的には
寒天培地などを用いた表現型カルバペネマーゼ産生菌検出法が実施されている。2015年Zwaluwらによる
Carbapenem Inactivation Method (CIM) および2016年ThomsonらによるModified CIM (mCIM) は簡便・高精度で
広く採用されている。しかし、これらはVIM型やGES型カルバペネマーゼ産生菌およびカルバペネマーゼ産生
Acinetobacter baumanniiを検出できず、寒天培地での菌の発育をみるため1日以上の検査時間を要する。 
本研究では、既存法よりも迅速かつ高精度で様々な型のカルバペネマーゼに対応し、一般医療機関において
簡便に実施できる表現型カルバペネマーゼ産生菌検出法を新規に開発することで、世界的な規模で拡がりつつ
あるカルバペネマーゼ産生菌の蔓延予防、それらによる感染症の迅速な診断と治療、および医療機関における
感染制御の向上に寄与することを目的とする。 
本研究では、CIMの検証実験において、カルバペネム薬を含有する液体培地で被検菌を培養した後の濁度が
カルバペネマーゼ産生菌でのみ上昇していたことから、液体培地を用いた検出法に着眼した。PCR法、DNA
シークエンス解析によりカルバペネマーゼ産生が同定された菌株を用いて、液体培地の種類やカルバペネム薬
の選択、培養方法、培養時間、手技の簡便化などに関して実験を重ね、Acinetobacter属菌に特化したDisc Turbidity 
Test (DT-test)、全てのグラム陰性菌を対象とするDouble Disc Turbidity Test (DDT-test) を考案した。 
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DT-testの手技は、ミュラーヒントン液体培地1 mLに被検菌を懸濁し、メロペネム10 μg 感受性試験ディスク
1枚を浸漬して35℃、120 rpmの条件で6時間浸透培養するものとした。DDT-testの手技は、ミュラーヒントン
液体培地10 mLあたり各1枚ずつのイミペネム、およびエルタペネム10 μg感受性試験ディスクを60分間浸漬し
ディスクを取り除いた薬液1 mLに被検菌を懸濁して同条件で振盪培養するものとした。いずれも、培養後の
液体培地の濁度の変化から被検菌のカルバペネマーゼ産生性を判定するものとした。これらの精度検証として
99株のカルバペネマーゼ産生菌を含む195株のグラム陰性桿菌を対象とし、頻用されているCIMおよびmCIM
との比較検証を行った。 
対象としたすべてのグラム陰性桿菌におけるカルバペネマーゼ産生菌検出感度は、CIMが73.7%、mCIMが
66.7%、DDT-testは98.0%であり、いっぽう特異度は、CIMが95.8%、mCIMが99.0%、DDT-testは95.8%であった。
このうち、カルバペネマーゼ産生Acinetobacter属菌の検出感度はCIM が48.5%、mCIMが30.3%、DT-testおよび
DDT-testは100%であり、いっぽう特異度はCIM、mCIM、DDT-testがいずれも100％、DT-testは95.7%であった。
このうち、カルバペネマーゼ産生A. baumanniiの検出感度はCIMが15.0%、mCIMが0%、DT-testおよびDDT-test
は100%であった。また、DDT-testはVIM型およびGES型カルバペネマーゼ産生菌を、それぞれ88.9%、66.6%
の感度で検出したが、CIMおよびmCIMは、これらをほとんど検出しなかった。 
本研究において新規に開発された DT-testおよび DDT-testは、既存法による検出が難しいカルバペネマーゼ
産生 A. baumanniiを含むカルバペネマーゼ産生 Acinetobacter属菌を高精度に検出した。DDT-testは既存法での
検出が難しい VIM型および GES型を含むカルバペネマーゼ産生菌を菌種によらず高精度に検出し、その精度
は CIM および mCIMと比較して高かった。DT-test および DDT-testは、手技が簡便で一般医療機関で日常的な
実施が可能であり、多くのカルバペネマーゼ産生菌を迅速かつ高精度に検出することから、世界的規模で拡散
しつつあるカルバペネマーゼ産生菌の蔓延を予防し、カルバペネマーゼ産生菌感染症の迅速な診断と治療導入
さらには医療機関における感染制御の向上に寄与する。 
